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© Procede de preparation de plasmides vecteurs capables de transformer un h6te bacterien Escherichia coll et d'y 
promouvoir et contr&ler I'expresslon d'un ADN heterologue. 

(§) Proced6 de preparation de plasmides vecteur capables 
de transformer la bacterie E.coli et d'y promouvoir et 
controier 1'expression d'un ADN heterologue caracterise en 
ce que on transforme un promoteur. P R en P L , on invente une 
sequence leader optimalisee pour la fixation du ribosome et 
1'initiation de la traduction, on invente une sequence che- 
vauchant I'ATG d'initiation de la traduction portant une serie 
de sites de restriction uniques permettant I'insertion et 
I'excision d'un ADN heterologue, on verifie que les plas- 
mides portant un ADN heterologue introduit en phase 
('experiment efficacement dans une bacterie note approp- 
riee. 
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Procede de preparati on de plasmides capables Hp 

transformer un h flte bacterien E.coli et d' y promouvoir 
et contrfller la synthase d' un ADN heterolog ue. 
La pr6sente invention se rapporte 3 la preparation de 
plasmides portant une sequence d* ADN choisie en vue de 
pouvoir y insurer et en extraire aisement une sequence 
d'ADN heterologue de facon a ce que cette dernifere soit 
exprimee dans la bacterie hfite Escherichia col i du 
pjasmide. Elle concerne" } egalement les plasmides 
vecteurs obtenus selon les* procedes reyendiques. Elle 
comprend plus part icul ifcrement la conception d' une 
sequence nucl 6ot idi que r epr.esentant une partie du 
promoteur P t du bacteriophage lambda, une sequence 
representant le leader ' de'VARN mess<ager transcrit a 
partir de ce promoteur t / sequence, choisie pour etre 
optimale pour T ini t iat ion de la traduction dudit ARN 
messager, enfin, une sequence de reconnaissance de 
differentes enzymes de restriction de facon a permettre 
1* insertion et 1* excision d'ADN heterologues en phase 
derriere le site d* initiation a de la traduction* 
L'expression d* ADN heterologues en vue d'y diriger la 
synthese de polypeptides dans la bact6rie hOte 
Escherichia coli necessite Tutilisation de plasmides 
appeles "vecteurs d' expression"* De nombreux vecteurs 
d f expression ont ete decrits dans la littftrature. lis 
ont tous en commun les caracter ist iques de porter un 
promoteur, soit d'origine bacterienne, soit d'origine 
phagique, suivi d'un site de fixation des ribosomes et 
dVun site d* insertion d* un ADN heterologue. L* ADN 
heterologue & exprimer est introduit, soit avec son 
site propre d' initiation de la traduction, soit en 
phase derriere un site d' initiation de la traduction 
porte par le vecteur. 

La presente invention a pour objet la preparation de 
plasmides capables de transformer des bacteries 
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E » col i # et portant un promoteur dont la sequence 
part iel lement synthetique est celle d* un promoteur Pl 
du bacteriophage lambda, transcrivant un messager dont 
le leader a une sequence choisie pour §tre optimale 
pour Pinitiation de la traduction et possedant une 
sequence, chevauchant le site d* initiation de la 
traduction, telle que Ton puisse la cliver par 
differentes enzymes de restriction. 

Ce procede de preparation de plasmides concus pour 
permettre Pexpression d* ADN heterologues dans la 
bacterie E.col i selon la presente invention, est 
caracterise en ce que le plasmide comprend : 

a) un promoteur part iel 1 ement synthetique de sequence 
identique d celle du promoteur Pl du bacteriophage 
1 ambda * 

b) une sequence transcrite & partir du promoteur en 
question qui soit un leader consider comme optimal 
pour P expression d* un ADN heterologue que P on peut 
insurer en aval de ladite sequence leader. 

c) une sequence de reconnaissance des enzymes de 
restriction Kpnl , Ncol et BamHl d cheval sur le 
site d' initiation de la traduction* 

De plus : 

a) le promoteur de sequence identique a celle du 
promoteur Pl du bacteriophage lambda est construit & 
partir d # un promoteur P* dont la partie comprise 
entre le site Hindll situe dans la region -35 et le 
site d f initiation de la transcription est remplac6e par 
un fragment synthetique de sequence identique & la 
sequence naturelle du Pl • 

b) la sequence leader transcrite a partir du promoteur 
en question est longue de 23 bases suivies d' un codon 
AT6 d* initiation de la traduction, elle comprend un 
site de liaison des ribosomes homologue & P ARN 16S du 
ribosome sur 9 bases et situe 12 bases en amont de 
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TATG. 

c) les sequences reconnues par les enzymes Kpnl . 

Ncol et BamHI sont combin6es en une sequence de 

longueur minimum qui est : 

Kpn l BamH I 

GGT ACCATGGAT C~C 
i 1 

Ncol 

De plus : 

a) le promoteur P L et le leader transcrit & partir de 
ce promoteur sont construits d partir du promoteur P* 
du plasmide vecteur pCQV2 par remplacement d* un 
fragment Hindll - BamHI de 56 paires de bases par un 
frgment de 60 paires.de bases synth6tis£ sous forme de 
4 ol igod^soxyr ibonucl 6ot ides. 

b) des bactGries hflte.s E« coli sont transformGes par 
le plasmide obtonu sous a), s6l ect ionn6es , et isol6es 
par crible caractGrist ique.# et les vecteurs portGs sont 
caractGris6s par s6quencage des regions relevantes. 
Ehfin, la sequence leadier invent 6e est la suivante t 

A T G T A C T A A G G AG G T t t T G G T A C C A T G 

t t 

initiation de la initiation de 

transcription la traduction 

Le proc6d6 faisant I'objet de la pr6sente invention est 
plus part icul ifcrement caractGrisS par le choix des 
moyens suivants : 

a) on concoit de modifier le vecteur pCGV2 d* usage 
libre de facon a ce que le promoteur P* qu'il porte 
devierine un promoteur Pl en utilisant le fait qu'il 
existe au sein de la r6gion d'homologie -35 de ces deux 
promoteurs* un site de restriction Hindll et que la 
region la plus 6loign6e du site d'initiation de la 
transcription par rapport au clivage Hindll est 
identique pour les deux promoteurs* 
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b) on concoit une sequence optimale pour l'initiation 
de la traduction en prenant celle dont la 
compiem.entarite avec TARN 16S du ribosome est la plus 
grande dans les limites de la dimension permise de 
cette sequence et en faisant suivre cette sequence de 
12 bases puis d' un ATG, codon d' initiation de la 
traduction. La distance de 12 bases entre le site de 
fixation du ribosome et le site d'initiation de la 
traduction etant consid6r£e comme optimale. 

c) on decoupe la sequence ainsi concue en 4 fragments 
monobrins convenables pour §tre synthetises 
chimiquement et Stre clones en deux etapes distinctes 
permettant, un contrftle int ermediaire du bon 
f onct ionnement du vecteur. 

d) on synthetise chimiquement les 4 fragments dont 
r ensemble couvre la partie du promoteur Pl comprise 
entre le site Hindll de la region d'homologie -35 et 
le site d'initiatior de la transcription ainsi que le 
leader de 1 9 ARN messager et la region portant les sites 
d' insertion choisis* 

e) on insure les 4 fragments synthetiques dans le 
plasmide pCQV2 clive par les enzymes Hln<HE et 
BamHI et debarrasse du fragment Hindll et BamHI 
de 56 paires de bases a remplacer. 

f) on transforme des bacteries de la souche 1111294 par 
TADN hybride obtenu dans la phase pr6c6dente. 

g) on s^lectionne, par leur resistance a un 
ant ibiotique, les bacteries qui portent un plasmide. 

h) on isole de cette banque les clones porteurs de 
1 * ADN insert par hybridation avec un fragment 
constitutif de 1 9 ADN insert marque au 3 *P. 

i) on caracterise le vecteur par sequencage des regions 
relevantes par la methode de flaxam & Gilbert, d partir 
d 9 un site de restriction proche de 1 9 ADN ins6re dans le 
plasmide. On obtient alors un premier vecteur. 
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j) on mesure le caract^re fonctionnel du plasmide en 
insurant en phase derrifcre 1 f ATG un ADN heterologue et 
en mesurant au moyen d* un test ELISA le taux de 
synthase de la proteine codee par T ADN heterologue. 
5 Suivant une variante du procede faisant I'objet de la 
presente i n vent ion , 

a) on delete le vecteur obtenu d f un fragment 
Hindlll-Hindlll de 125 paires de bases situees dans 
le gene cl codant pour le represseur des promoteurs 

10 P« et P L . 

b) on transforme, on seiectionne et on caracterise le 
resultat comme decrit plus haut de f) d j). On obtient 
alors un second vecteur ; te vecteur ne portant plus de 
represseur de son propre promoteur devra ttre utilise 

15 dans une souche lysogene pour un bacteriophage A 
defectif porteur du g6ne cl, soit sous sa forme 
sauvage, soit sous forme d f un mutant t hermosensibl e 
cla 57). 

Suivant une autre variante du procede, 

20 a) on insure deux fragments synthetiques 
compl ementaires de 34 bases dans le vecteur obtenu 
clive par les enzymes BamHI et PvuII debarrasse du 
fragment BamHI - PvuII de 1692 paires de bases. La 
sequence de 34 paires de bases est choisie de facon d 

25 presenter un maximum de sites de restriction qui par 
ailleurs ne se retrouvent pas en une autre localisation 
dans le vecteur. El 1 e porte notamment les sites 
SacII, Ball . Sail , Xhol . SacI et PvuII . et 
est la suivante s 

30 BamHI SacII Ball 

1 G A T C CC C 6 C G 6 T G G C C A* 
Sail Xhol SacI PvuII 

6 T C 6 A C CTCGAGCTCAG 

b) on transforms, on seiectionne et on caracterise le 
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r^sultat comme d£crit plus haul de f) d j). On obtient 
alors un troisifcme vecteur, 

Le proc6d6 de preparation de plasmides d' expression 
d'ADN hfit6rologue dans la bact^rie E. col i est 
caractGrisG par la combinaison et le choix d* un 
ensemble de moyens detaill6s ci-aprfes. • 
La construction d' un vecteur d'expression performant 
peut Stre faite par exemple en modifiant un vecteur 
d* expression banal, par exemple pCQV2 d6crit par Queen 
(MoU AppI- Genet .,2(1983)1-10), en vue d* opt imal iser 
les differents elements influant sur son efficacit6. 
Ces 6l6ments sont principal ement le taux de 
transcription dependant de la sequence du promoteur et 
plus part icul ifcrement des regions -35 et -10; ainsi que 
I'efficacite de T initiation de la traduction 
d6termin6e par la sequence du site de liaison du 
ribosome et la sequence et la distance entre celui-ci 
et TAT6 d* initiation. On trouvera dans Rosenberg et 
Court (Annual Rev. of Genet. 13 1979, pp. 319-354) une 
comparaison de diff6rentes sequences promotrices 
bact^riennes et de bacteriophages; dans Kastelein, 
R.A., Berkhout, B., Overbeek, G.P. et Van Duin, J. (Gene 
23 (1983) 245-254), Joy, E. , Seth, A.K., Romens, J., 
Sood, A. and Joy, G. (Nucleic Adics Res. 10(1982) 
6319-6329), Gheysen, 0. , Iserentout, D. , Derom, C. and 
Fiers, U*(Gene 17 (1982) 55-63), Joy, G. , Khoury, G., 
Seth, A.K, and Joy, E. (Proc Natl. Acad. Sci. USA 
78 (1981) 5543-5548), Hui, A., Hoyplick. J., 
Dinkelspiel, K. and de Boer, H.A. (The EMBO J. 3 
(1984) 623-629), l'6tat des connaissances quant aux 
facteurs influencant T initiation de la traduction chez 
E.coli . 

On peut concevoir une sequence qui paraisse optimale au 
vu des diff6rents critferes tels qu* ils ressortent de la 
literature cit6e; par exemple: 
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a) la sequence promotrice sera celle du promoteur P L 
du bacteriophage lambda ; 

b) le site de reconnaissance du ribosome sera 
comp] ementai re de 1 ' ARN 16S du ribosome sur 9 bases et 

5 la distance entre ce site et 1 f ATG dMnitiation sera 
d'environ 10 paires de bases* En aval de T ATG 
d* initiation, on peut concevoir une sequence telle que 
un maximum de sites de restriction apparaissent sur une 
distance minimale et que ces sites soient uniques dans 
10 le vecteur. Cette sequence peut par exemple £tre concue 
pour commencer par r extremite cohesive d 9 un site 
BamHI et se terminer par une extremite franche. 

c) on peut creer une telle sequence, par exemple en la 
decoupant en fragments simple brin.de facon optimal.e, 

15 compte tenu des possibilites de la synthese chimique 
d'ADN que Ton peut trouver decrite dans Narang, S.A. 
(Tetrahedron 39 ( 1963$. 3-2?) , et de facon a pouvoir 
realiser le clonage de ce4 fragments en deux etapes, un 
premier groupe de 4 fragments se terminant par exemple 

?0 par un site BamHI . les deux derniers fragments ayant 
un site BamHI a leur. extremite 5* sur la fibre 
codante et une site PvuII a leur extremite 3* sur la 
m§me fibre . 

d) la synthese chimique des fragments d'ADN voulus peut 
25 se faire selon differentes methodes dont on trouvera la 

description dans Narang, S.A. (Tetrahedron 39 (1983) 
3-22), Itakura, K. (Trends in Biochero.Sc. (1982) 
442-445), Ohtruka, E», Ikehara, M. and Soil, D. 
(Nucleic Acids Res/ 1Q (1982) 6553-6570). A titre 

30 d'exemple, on peut utiliser soit la methode des j 
phosphotriest ers decrite par Broun, E.L., Belagage, R., 
Ryan, II. J. and Khorama, H.G. (Methods in Enzymology 
68 (1979) 109), spit celle des phosphites triesters 
decrite par Letsinger, R.L. and Lusford, U.B. (J. Am. 

35 Chem. Soc 28 (1976) 3655). Ces methodes different 
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par le degre d'oxydation de I'atome de phosphore dans 
les intermediates nucl eotidiques mis en oeuvre lors de 
la reaction de couplage. 

e) L' hybridat ion et la ligation des fragments d'ADN 
synthetique entre eux peut se faire par differentes 
methodes dont on trouvera la description dans Molecular 
Cloning (1982 - Maniatis, T., Fritsch, E.F. and 
Sambrook, J. , CSH Publ.). Ces methodes sont basees sur 
le principe de l'hybridation des sequences 
complementaires d'ADN. Elles consistent a melanger les 
fragments d'ADN dans des conditions de temperature et 
de force ionique adequates a la formation des hybrides 
specifiques. La ligation de ces fragments hybrides est 
le resultat de Taction d' une enzyme, par exemple la T4 
DNA ligase. La formation in vitro de molecules hybrides 
entre V AON synthetique double brin a doner et l'ADN 
de vecteurs plasmides s'effectue selon le procede 
decrit dans Molecular Cloning (1982 - Maniatis, T., 
Fritsch, E.F. and Sambrook, J., CSH Publ.), qui 
consiste a melanger les molecules dans des conditions 
de temperature et de force ionique appropriees. C* est 
ce protocole qui a ete suivi dans la realisation de 
1* invention. L'ADN vecteur employe dans la reaction de 
recircularisation in vitro peut provenir de differents 
Plasmides. Dans la realisation de cette invention, on 
choisit de preference le plasmide pCQV2 (Queen, C. , J. 
Mol. Applied Genet. 2 (1983) 1-10) dans lequel on 
clone entre les sites Hindll et fiamHl d' une part, 
et BamHI et PvuII d' autre part. 

f) La plupart des methodes utilisees pour transformer 
des bacteries par de 1 * ADN exogene font appel a un 
traitement particulier des bacteries par du chlorure de 
calcium, et visent a optimiser l'efficacite de 
transformation pour differentes souches de bacteries. 
Dans le cadre de V invention, plusieurs types de 
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bacteries peuvent servir d'hfltes aux vecteurs utilises. 
On prendra de preference la souche d' Escherichia col i 
MM294 pour les vecteurs portant leur propre r^presseur, 
et N99 et N5151 pour les vecteurs depourvus de leur 
5 propre represseur. Leurs conditions de croissance sont 
part icul ierement commodes. En outre, parmi les 
differents procedes de transformation, on choisit celui 
decrit dans flandel, M. and Higa, A* (J. Mol. Biol* 
53 (1970) 154). 

10 g) En rflison des marqueurs de resistance aux 
ant ibiot iques presents dans 1 * ADN du vecteur, il est 
simple d'isoler les bacteries transformees par 1 * ADN 
recombine in vitro. Par exemple, si 1 * ADN du vecteur 
Porte le gene Tet R , . toute bacterie portant un tel 

15 vecteur sera resistance a la tetracycline. En outre, si 
1* insertion de 1'ADN. dans ■ le vecteur a pour effet 
d*inactiver un gene de resistance d un ant ibiot ique , on 
reper'era les bacteries - qui .portent le vecteur 
recombinant par leur sehsibi 1 ite d cet antibiot ique. De 

20 preference on choisit comme marqueur • de selection le 
caractere Amp* des plasmides construits. 

h) Le crible de selection des clones porteurs de 
l'ADN-synthetique peut se faire selon des methodes 
mettant en oeuvre une sonde synthetique. Cette approche 

25 est detaillee dans Genetic Engineering, vol.1, 
Uilliamson, R. Ed., (1981) Academic Press, N.Y. Dans le 
cadre de la presente invention, on utilise de 
preference l*un ou plusieurs des fragments constitutifs 
de 1 • ADN-synthet ique marque au 3a P comme sonde 

30 ol igodesoxyr ibonucl 6ot idique que l*on hybride avec les 
clones de la banque. 

i) La sequence d'ADN creee dans l'un ou plusieurs des 
clones obtenus peut tire caracterisee par des methodes 
de sequencage decrites dans Maxam, A. & Gilbert, U* 

35 (Methods in Enzymology 65 (1980) 497-559) et dans 
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Sanger, F. f Nicklen, S. & Coulson, A. R. (Proc Natl. 
Acad. Sci. USA 74 (1977) 5463). Dans le cadre de la 
prGsente invention, on choisira de pr£f6rence la 
mSthode de Maxam & Gilbert. 

j) On peut alors tester la valeur des plasmides cr66s, 
par exemple en y ins6rant un ADN h6t6rologue dont 
1* expression peut §tre mesurGe par exemple par un test 
ELISA comme dScrit dans Bollen, A., Herzog, A., 
Cravador, A., H6rion, P., Chuchana, P., van der 
Straten, A- , Loriau, R., Jacobs. P. & Van Elsen, A. 
(DNA 2 (1983) 255-264). 

L'exemple non limitatif suivant qui s'applique a la 
construction de vecteurs d* expression d partir du 
plasmide pCQV2 permettra de mieux comprendre 
1* invention. 

A* Construction du plasmide vecteur d6sign6 ci-aprfes 

par PULB1219 et obt enu suivant les revendicat ions 1 & 

4. 

1 . Modification du promoteur P« du vecteur pCQV2 en 

promoteur P L et opt imal isat ion des s$gyencs5 

influencant 1* initiation de la traduction. 
Dans le cadre de la pr€sente invention, nous avons 
choisi de modifier le promoteur P* du vecteur pCQV2 
pour en faire un promoteur Pl * Pour cela, nous avons 
invents la sequence double brin suivante. 

1 10 20 

5'GACATAAATACCACTGGCGGTGATACT 
3* CTGTATTTATGGTGACCGCCACTATGA 
60 50 40 

30 40 50 

GAGCACAGCAGCTAAGGAGGTTTTGGT 
CTCGTGTAGTCGATTCCTCCAAAACCA 
30 20 
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5 Cette sequence est caracteris6e en ce que : 

a) son extremite 5* (considerant la fibre identique au 
mRNA) est franche et correspond d la coupure par 
r enzyme Hindll dans la region -35 homologue aux 
promoteurs P„ et P L , en ce qu'elle est identique £ 

10 la sequence naturelle du P L jusqu'au site 
d* initiation de la transcription (base 34 sur la fibre 
codant e ) , 

b) les 26 bases suivantes sont choisies pour constituer 
un site de reconnaissance par les ribosomes qui soit 

15 optimal, pour que la sequence et la distance separant 
ce site de reconnaissance du site d' initiation de la 
traduction (ATG, bases 58, 59, 60) soit optimale, et 
pour presenter devant cet AT6 les sites de 
reconnaissances des enzymes Kpnl et Ncol . 

20 c) son extremity 3* se termine par la partie d* un site 
de restriction BamHI telle qu'elle apparaft aprfcs 
clivage d'un ADN par cette enzyme. 

Dans le cadre de la presente invention, nous avons 
choisi de synthetiser cette sequence sous forme de 4 
25 fragments simple brin allant des bases 1 d 27 et 28 d 
60 sur la fibre codante et 1 £ 30 et 31 a 64 sur la 
fibre compl ementaire ♦ 

2 * Prepara tion et ligation des fragments constitutifs 
Dans le cadre de la presente invention, on choisira de 
30 preference de digerer le plasmide pCQV2 par les enzymes 
BamHI et Hindll et d'isoler par el ectrophorese sur 
gel d'acrylamide et 61 ectroel ut i qn les fragments 
obtenus de 4302, 459 et 125 paires de bases. On 
choisira ensuite de digerer le fragment de 459 paires 



1 1 

60 

A C C A T G 3' 
TGGTACCTAG 5' 
10 1 
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de bases par 1* enzyme Hindlll ce qui $6nfcre 2 
fragments de 403 et 56 paires de bases qui sont s6par6s 
par 61 ectrophor6se ; le fragment de 403 paires de bases 
est 6lectro6lu6. 

Par ailleurs on choisit de ne phosphoryler que les 
fragments de 33 et 34 bases de facon a 6viter la 
formation de polymferes lors de la ligation* On melange 
alors 50 pmoles de chacun des 4 fragments synth6t iques ; 
le melange est ports 2* a 90°C et refroidi 
lentement jusque 15°C, on ajoute 10* en volume 
d* acetate de sodium 3M et 2,5 vol. d*6thanol, on 
refroidit 20* & -80°C et on centrifuge. Le culot 
est lav6 A 1 • 6t hanol 75* dans 1'eau, s6ch6 et 
resuspendu en tampon de ligation <50m!1 Tris HC1 pH7.4, 
lOmM MgCl* , 10mM DTT, ImM spermidine, lmtl ATP; 0,1 
mg/ml BSA) . Les trois fragments de pCGV2 de taille 
4302, 403 et 125 6galement en solution en tampon de 
ligation, sont ajout6s a raison de 40 pmoles de chaque. 
Le melange est incub6 16h d 15°C en presence de 5 
unites de 1* enzyme T4 DNA ligase. 

3. Transformation des bactSri es hfttes MM294 

On procfcde alors & la transformation de la souche MM294 
(•'Molecular Cloning", Maniatis, J • » Fritsch, E.F., 
Sambrook, J., CSH Ed. 1982) dont le systfcme de 
restriction est modifiG de facon £ tolSrer la presence 
d f un ADN 6tranger selon la mSthode d6crite dans 
"Molecular Cloning" (Maniatis, J. # Fritsch, E.F. and 
Sambrook, J., CSH Ed. 1982). 

4. Obtention de la bangue de clones 

En raison du caractfcre Amp R du plasmide, on peut 
s6lectionner les bactSries transform^es par simple 
croissance sur milieu contenant de 1 • ampici 1 1 ine . 
L* ensemble des manipulations d6crites ci-dessus a 
conduit a l f obtention d f une banque de 100 clones dont 
une grande partie doit contenir un plasmide de sequence 
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vou 1 ue . 

5. Isolement des clones de sequence voulue 

On a recherche les clones porteurs d*un plasmide ayant 
la sequence voulue au moyen du fragment de 34 bases 
5 utilise comme sonde. Apr£s avoir marque cette sonde au 
32 P par une reaction enzymatique (kination en 5* de 
la sonde), nous T avons ut i 1 i see pour cribler la banque 
de clones* Prat i quement , on fixe 1 * ADN de chaque clone 
sur feuille de nitrocellulose, suivant la technique de 

10 Grunstein, M. et Hogness, D. (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 78 (1975) 3961) et on 1'hybride avec la sonde 
synthetique marquee au 32 P dans des conditions 
ioniques et de temperature appropriees (0,9 NaCl et 
55°C) f la sonde radioactive va reconnattre 

15 specif iquement 1 * ADN des clones portant une sequence 
homologue, c'est-d-dire une sequence nucieotidique 
typique du promoteur P L . On visualise les clones 
positifs par autoradiographic. Les clones positifs 
sont alors analyses par restriction par les enzymes 

20 Hindll. BamHI . Ncol , KpnI . Hindlll : a cette 
etape, un clone ayant toutes les proprietes voulues a 
ete retenu, PULB1219. 

6. Seguencage du clone PULB1219 

On caracterise le plasmide du clone PULB1219 par 
25 1 * etabl issement de la sequence nucieotidique de la 
region modifiee et des jonctions avec les regions non 
modifiees. A cet effet, 1 * ADN du plasmide recombinant 
est prepare et clive au site de restriction BamHI 
unique dans le plasmide recombinant. Les extr6mites du 
30 plasmide linearise sont alors marquees, au 32 P. On 
coupe ensuite le plasmide par T enzyme EcoRI generant 
deux fragments dont Tun porte d son extremite marquee 
la sequence synthetique. Le fragment marque est alors 
soumis a une serie de reactions chimiques conduisant d 
35 la production d' ol igonucl eotides marques, de tailles 



14 



01 86643 



diffGrentes, dont Tanalyse sur gel de pol yacry 1 ami de 
conduit a r 6tabl issement de la sequence en bases 
suivant la technique de Maxam.A.M. & Gilbert, N. (Proc 
Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 560). On voit que la 
s6quence obtenue est parfaitement conforme d celle 
d^finie en 1., et jointe aux fragments de pCQV2 de la 
facon choisie. 

B. Construction du Plasmide vecteur d£sign6 ci-aprfefr 

par PULB1220 et obtenu suivant la reven dicat ion 5* 

1. L'ADN du plasmide PULB1219 est cliv6 par 1 * enzyme de 
restriction Hindlll g6n6rant deux fragments. Ceux-ci 
sont s6par6s sur gel de pol yacry 1 amide et le plus grand 
est 6lectro6lu6. 

2. Ce fragment est alors religuG sur lui-m£me g6n6rant 
le plasmide vecteur pULB1220. 

3. Le plasmide vecteur P.ULB1220 est utilisfe pour 
transformer la souche de E.coli N99 lysogfcne pour un 
A d6fectif portant le gfcne cl sauvage. Ceci conduit 
a 1'obtention d # une banque de clones caract6ris£s par 
simple restriction. 

C. Construction du plasmide ve cteur design^ ci-aprfes 
par PULB1221 et obtenu suiva nt 1 es revendicat ions 6 a 8» 
1 . Conception d' une sequence d' insert ion/excisj on 
d' ADN h6t6rologue 

On choisit, pour 1* insurer entre les sites BamHI et 
Pvull du fragment obtenu, la sequence suivante. 

1 10 
5' GATCCCCGCGGTGGCCA 
3* GGGCGCCACCGGT 
30 20 
20 30 
GTCGACCTCGAGCTCAG 3* 
CAGCTGGAGCTCGAGTC 5' 
10 1 
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preser.tant notamment les sites de restriction SacII . 
BaU, AccI , Sail . Aval , Xhol HgiAI . 

SacI « De plus, 1* insertion de cette sequence dans 
PULB1220 regSnere les sites BamHI et PvuII . 
5 2. L'ADN du plasmide vecteur PULB1220 est clive par les 
enzymes de restriction BamHI et Pvull * Cette 
digestion genere deux fragments, qui sont s6par6s sur 
gel de pol yacryl amide . Le plus grand est purifie par 
61 ect roGl ut ion • 

10 3* La sequence choisie est synthetisee sous forme de 2 
fragments monobrins compl ementaires comme decrit plus 
haut . 

4* Les 2 fragments monobrins sont hybrides et ligu6s 
comme decrit plus haut. 
15 5* Le plasmide vecteur obtenu est utilise pour 
transformer la souche N99 comme decrit. 

6. La banque de clones obtenue est caracterisee par 
hybridation avec le fragment de 34 bases utilise comme 
sonde, comme decrit. Les clones positifs sont alors 

20 testes pour la presence des sites de restriction portes 
par le fragment synthetique. Le clone PULB1221 est 
retenu* 

7. L* ADN du plasmide vecteur pULB1221 est isole et 
clive par 1* enzyme Ncol . Le plasmide linearise est 

25 marque au 32 P comme decrit, recoupe par 1* enzyme 
EcoRI et sequence comme decrit* La sequence est 
exactement celle choisie. 

°* lest de I'effjcacltj plgsmi<les vecteurs 

P UUB12|? t P ULB12?0 fit BULB1221- 

30 1. Afin de tester 1'efficacite des plasmides vecteurs 
PULB1219, PULB1220 et P ULB1221, un cDNA codant pour 
I'ttt -ant itrypsine humaine (a-AT) a ete insere 
en phase au site BamHI de chacun d* eux ainsi qu* au 
site BamHI du plasmide vecteur pCQV2 ; pour cela, un 

35 fragment de cDNA de 1 * ou -AT portant un site 
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BamHI a son extr6mit6 NH 2 terminale et une 
extr6mit6 frar.che aprfcs le stop, a 6t6 ligu6 comme 
d6crit, avec les plasmides pCQV2, PULB1219, P UL61220, 
cliv6s par BamHI et PvuII , et PULB1221 cliv6 par 
BamHI et Bal I > Les plasmides recombinants obtenus 
ont 6t6 utilises pour transformer les soucbes MM294 
dans les cas de pCQV2 et pULB1219 f et N99 dans les cas 
de PULB1220 et pULB1221. Les t ransf ormants ont <U6 
caract§ris6s par extraction a petite Gchelle de leur 
ADN plasmi^ique et restrictions appropriees. Dans le 
cas des plasmides P ULB1220 et PULB1221, 1 9 ADN 
plasmidique de clones jug6s corrects est utilise pour 
retransformer la souche N5151 lysogfene pour un A 
d6fectif porteur d* un gfcne cl mut6 thermosensibl e 
(cIbst). Les souches ainsi construites, pCQV2 
ou-AT dans Mt1294, pULB1219 oci -AT dans 

MM294, PULB1220 ou -AT dans N5151 et pULB1221 
oti -AT dans N5151, sont alors cultiv6es a 32°C 
jusqu*d une density optique de 0,5 6 660 nm. La culture 
est alors divis^e en deux parts dont l*une reste a 
32°C et 1* autre est portSe rapidement a 42°C 
Aprfcs lh30, les cellules sont r6colt6es par 
centrifugation puis extraites au lysozyme et Triton 
XIOO. L # at-antitrypsine et les prolines totales 
sont alors mesurSes, la premiere par un test ELISA au 
moyen d'anticorps de chfcvre et d'anticorps de souris 
coupl6s a la peroxydase, tous deux dresses contre 
l f oci -antitrypsine humaine, les secondes par la 
m6thode du folin. Le rfcsultat montre que les vecteurs 
PULB1219, PULB1220 et pULB1221 sont 5 a 10 fois 
supSrieurs au parent pCQV2. 
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REVEND1 CATIONS 

1. Procede de preparation de plasmides vecteurs 
capable* de transformer un hdte bacterien Escherichia 
col i et d'y promouvoir et contrtiler 1'expression d' un 
5 ADN heterologue, caracterise en ce que le plasmide 
comprend : 

a) un promoteur part iel 1 ement synthetique de sequence 
identique d celle du promoteur P L du bacteriophage 
1 ambda . 

10 b) une sequence transcrite d partir du promoteur en 
question qui soit un leader consider^ comme optimal 
pour 1'expression d* un ADN heterologue que I'on peut 
insurer en aval de ladite sequence leader* 
c) une sequence de reconnaissance des enzymes de 

15 restriction Kpnl , Ncol et BamHl a cheval sur le 
site d'initiation de la traduction. 

2« Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
la revendication 1, caracterise en ce que 

a) le promoteur de sequence identique d celle du 
20 promoteur Pl du bacteriophage lambda est construit d 

partir d* un promoteur P* oont la partie comprise 
entre le site Hindll situe dans la region -35 et le 
site d* initiation de la transcription est remplacee par 
un fragment synthetique de sequence identique d la 
25 sequence naturelle du Pl ♦ 

b) la sequence leader transcrite & partir du promoteur 
en question est longue de 23 bases suivies d f un codon 
ATG d f initiation de la traduction, elle comprend un 
site de liaison des ribosomes homologue £ l.'ARN 16S du 

30 ribosome sur 9 bases et situe 12 bases en amont de 
r ATG. 

c) les sequences reconnues par 1 es enzymes Kpnl % 
Ncol et BamHI sont combinees en une sequence de 
longueur minimum qui est: 
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Kpnl 



BamHI 



GGTACCATGGATCC 
i — 1 

Ncol 

3. Proc6d6 de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 1 et 2 caracterise en ce que: 

a) le promoteur Pl et le leader transcrit a partir de 
ce promoteur sont construits & partir du promoteur Pa 
du plasmide vecteur pCQV2 par rempl acement d'un 
fragment Hindll-BamHI de 56 paires de bases par un 
fragment de 60 paires de bases synthetise sous forme de 
4 oligodesoxyribonucleotides. 

b) des bacteries hdtes E«col i sont transformees par 
le plasmide obtenu sous a), s61 ect ionnees, et isolees 
par crible caract 6r ist ique et les vecteurs portes sont 
caract6ris6s par sequencage des regions relevantes. 

4* Proc6de de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 1 A 3 caracterise en ce que la 
sequence leader inventee est la suivante: 
ATGTACTAAGGAGGTTTTGGTACCATG 



5. Precede de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 1 d 4 caracterise en ce que le 
plasmide vecteur obtenu est modifie par la deletion 
d'un fragment Hindlll-Hindlll de 125 paires de 
bases dans le gene cI857. 

6* Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
la revendicat ion 5 caracterise en ce que le plasmide 
vecteur obtenu est modifie par l f insertion 
immediatement en aval du site d* initiation de la 
traduction, d'une sequence qui porte un maximum de 
sites de restriction uniques dans le plasmide sur une 



t 



initiation de la 
transcript ion 



initiation de 



la traduction 
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ciiftar.ee n-mimum en vue de l* insertion et de r excision 
d'un ADN heterologue* 

7, Procede de preparation de plasmides vecteurs sHon 
les revendicat ions 5 et 6 caracterise en ce Que la 
5 sequence est inseree au site BamHI du plasmide et 
Porte notamment les sequences de reconnaissance des 
enzymes Sacl I , Bal I , Sal I , Xhol ♦ SacI et 
PvuII uniques dans le vecteur et repartis sur une 
distance de 34 paires de bases* 
10 8. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon 
les revendicat ions 5 d 7 caracterise en ce que la 
sequence inseree est la suivante: 
BamHI SacII _ Ba ll 
r ~G A T C _ CC~C G C G G T 6 6 C C a' 

15 Sail Xhol Sacl PvuI I 

G T C G A C* CTCGAGCTCAG 

9. Plasmides yecteurs capables de transformer un bote 
bacterien Escherichia coli et d'y promouvoir et contrd- 
ler 1 •expression d'un ADN heterologue, caracterises en 
20 ce qu'ils sont obtenus selon les revendi cati ons 1 a 8, 
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GGTACCATGGATCC 
i 1 

Ncol 



De plus: 

a) le promoteur P L et le leader transcrit S partir de ce promoteur sont construits a partir du promoteur P R du 
plasrnide vecteur pCQV2 par remplacement d'un fragment Hindll- Bam HI de 56 paires de bases par un 

50 ifragment de 60 paires de bases synthetase sous forme de 4 oligodesoxyribonucleotides. 

b) des bacteries hotes E.coli sont transformees par le plasrnide obtenu sous a) r selectionnees, et isolees par 
crible caracteristique, et les vecteurs portes sont caracterises par sequencage des regions relevantes. 

Enf in, la sequence leader inventee est la suivante: 



Description 

La presente invention se rapporte a la preparation de plasmides portant une sequence d'ADN choisie en vue 
de pouvoir y inserer et en extraire aisement une sequence d'ADN heterologue de facon a ce que cette derniere 
5 soit exprimee dans la bacterie note Escherichia coli du plasrnide. Elle concerne egalement les plasmides 
vecteurs obtenus selon les procedes revendiques. Elle comprend plus particulierement la conception d'une 
sequence nucleotidique representant une partie du promoteur P L du bacteriophage lambda, une sequence 
representant le leader de TARN messager transcrit a partir de ce promoteur, sequence choisie pour etre 
optimale pour I'initiation de la traduction dudit ARN messager, enfin, une sequence de reconnaissance de 
10 differentes enzymes de restriction de fapon a permettre I'insertion et I'excision d'ADN heterologues en phase 

derriere le site d'initiation de la traduction. \ 

L'expression d'ADN heterologues en vue d'y dinger la synthese de polypeptides dans la bacterie hote 
Escherichia coli necessite {'utilisation de plasmides appeles "vecteurs d'expression". De nombreux vecteurs 
d'expression ont ete decrits dans la litterature. lis ont tous en commun les caracteristiques de porter un 
15 promoteur, soit d'origine bacterienne, soit d'origine phagique, suivi d'un site de fixation des ribosomes et d'un 
site d'insertion d'un ADN heterologue. L'ADN heterologue a exprimer est introduit, soit avec son site propre 
d'initiation de la traduction, soit en phase derriere un site d'initiation de la traduction porte par le vecteur. 

La presente invention a pour objet la preparation de plasmides capables de transformer des bacteries E.coli, 
et portant un promoteur dont la sequence partiellement synthetique est celle d'un promoteur P L du 
20 bacteriophage lambda, transcrivant un messager dont le leader a une sequence choisie pour etre optimale 
pour I'initiation de la traduction et possedant une sequence, chevauchant le site d'initiation de la traduction, 
telle que Ton puisse la diver par differentes enzymes de restriction. 

Ce procede de preparation de plasmides conpus pour permettre l'expression d'ADN heterologues dans la 
bacterie E.coli selon la presente invention, est caracterise en ce que le plasrnide comprend: 
25 a) un promoteur partiellement synthetique de sequence identique a celle du promoteur P L du bacteriophage 
lambda. 

b) une sequence transcrite a partir du promoteur en question qui soit un leader considere comme optimal 
pour l'expression d'un ADN heterologue que Ton peut inserer en aval de ladite sequence leader 

c) une sequence de reconnaissance des enzymes de restriction Kpn l, Nco l et Bam Hi a cheval sur le site 
30 d'initiation de la traduction. 

De plus: 

a) le promoteur de sequence identique a celle du promoteur P L du bacteriophage lambda est construit a 
partir d'un promoteur P R dont la partie comprise entre le site H]ndll situe dans la region -35 et le site d'initiation 
de la transcription est remplacee par un fragment synthetique de sequence identique a la sequence naturelle 

35 duP L . 

b) la sequence leader transcrite a partir du promoteur en question est longue de 23 bases suivies d'un codon 
ATG d'initiation de la traduction, elle comprend un site de liaison des ribosomes homologue a TARN 16S du 
ribosome sur 9 bases et situe 12 bases en amont de I'ATG. 

c) les sequences reconnues par les enzymes Kpn l, Nco l et BamHI sont combinees en une sequence de 
40 longueur minimum qui est: 

Kpnl BamHI 



55 ATCAGCTAAGGAGGTTTT GGTACCATG 
t 1 
initiation de la initiation de 

transcription la traduction 

60 Le procede faisant I'objet de la presente invention est plus particulierement caracterise par le choix des 
moyens suivants: 

a) on concoit de modifier le vecteur pCQV2 d'usage libre de fapon a ce que le promoteur P R qu'il porte 
devienne un promoteur P L en utilisant le fait qu'il existe au sein de la region d'homologie -35 de ces deux 
prombteurs, un site de restriction Hindll et que la region la plus elolgnee du site d'initiation de la transcription 
65 par rapport au clivage Hindll est identique pour les deux promoteurs. 
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b) on concoit une sequence optimale pour I'initiation de la traduction en prenant celie dont la complementa- 
rity avec TARN 165 du ribosome est la plus grande dans les limites de la dimension permise de cette sequence 
et en faisant suivre cette sequence de 12 bases puis d'un ATG, codon d'initiation de la traduction, la distance 
de 12 bases entre le site de fixation du ribosome et le site d'initiation de la traduction etant consideree comme 

5 optimale. 

c) on decoupe la sequence ainsi concue en 4 fragments monobrins convenables pour etre synthetises 
chimiquement et etre clones en deux etapes distinctes permettant un controle intermediate du bon 
fonctionnement du vecteur. 

d) on synthetise chimiquement les 4 fragments dont I'ensemble couvre la partie du promoteur P L comprise 
10 entre le site Hindi! de la region d'homologie -35 et le site d'initiation de la transcription ainsi que le leader de 

TARN messager et la region portant les sites d'insertion choisis. 

e) on insere les 4 fragments synthetiques dans le plasmide pCQV2 clive par les enzymes Hindi! et Bam Hl et 
debarrasse du fragment Hindi I et Bam Hl de 56 paires de bases a remplacer. 

f) on transforme des bacteries de la souche MM294 par I'ADN hybride obtenu dans la phase precedents 
15 g) on selectionne, par leur resistance a un antibiotique, les bacteries qui portent un plasmide. 

h) on isole de cette banque les clones porteurs de I'ADN insere par hybridation avec un fragment constitutif 
de I'ADN insere marque au ^P. 

i) on caracterise le vecteur par sequencage des regions relevantes par la methode de Maxam & Gilbert, a 
partir d'un site de restriction proche de I'ADN insere dans le plasmide. On obtient alors un premier vecteur. 

20 j) on mesure le caractere fonctionnel du plasmide en inserant en phase derriere I'ATG un ADN heterologue 
et en mesurant au moyen d'un test ELISA le taux de synthese de la proteine codee par I'ADN heterologue. 

Suivant une variante du procede faisant I'objet de la presente invention, 

a) on delete le vecteur obtenu d'un fragment Hindlll-Hindlll de 125 paires de bases situees dans le gene cl 
25 codant pour le represseur des promoteurs Pr et P L . 

b) on transforme, on selectionne et on caracterise le resultat comme decrit plus haut de f) a j). On obtient 
alors un second vecteur; ce vecteur ne portant plus de represseur de son propre promoteur devra etre utilise 
dans une souche lysogene pour un bacteriophage X defectif porteur du gene cl, soit sous sa forme sauvage. 
soit sous forme d'un mutant thermosensible cl B 57)- 

30 

Suivant une autre variante du procede, 

a) on insere deux fragments synthetiques complementaires de 34 bases dans le vecteur obtenu clive par les 
enzymes Bam Hl et Pvull debarrasse du fragment Bam HI-Pvull de 1692 paires de bases. La sequence de 34 
paires de bases est choisie de facon a presenter un maximum de sites de restriction qui par ailleurs ne se 
35 retrouvent pas en une autre localisation dans le vecteur. Elle porte notamment les sites Sacll, BaJI, Sail, Xhol. 
Sacl et Pvull, et est la suivante: 

BamHl Sacll Ball 

4Q ' G A T C CC C G C G g' T G G C C A 

Sail Xhol Sacl Pvull 

G T C G A C'C T C G A~G C T C A G 

45 b) on transforme, on selectionne et on caracterise le resultat comme decrit plus haut de f) a j). On obtient 
alors un troisieme vecteur. 

Le procede de preparation de plasmides d'expression d'ADN heterologue dans la bacterie E.coli est 
caracterise par la combinaison et le choix d'un ensemble de moyens detailles ci-apres. 

La construction d'un vecteur d'expression performant peut etre faite par exemple en modifiant un vecteur 
50 d'expression banal, par exemple pCQV2 decrit par Queen (Mol. App. Genet., 2 (1983)1-10). en vue d'optimaliser 
les differents elements influant sur son efficacite. Ces elements sont principalement le taux de transcription 
dependant de la sequence du promoteur et plus particulierement des regions -35 et -10; ainsi que I'efficacite 
de I'initiation de la traduction determinee par la sequence du site de liaison du ribosome et la sequence et la 
distance entre celui-ci et I'ATG d'initiation. On trouvera dans Rosenberg et Court (Annual Rev. of Genet. 13 
55 1979, pp. 319 - 354) une comparaison de differentes sequences promotrices bacteriennes et de bacteriophages; 
dans Kastelein, R.A., Berkhout, B., Overbeek. G.P. et Van Duin, J. (Gene 23 (1983) 245 - 254), Joy, E.. Seth, A.K., 
Romens, J., Sood, A. and Joy, G. (Nucleic Adics Res. 10 (1982) 6319 - 6329). Gheysen, D., Iserentout, D„ Derom, 
C. and Fiers. W. (Gene 17 (1982) 55 - 63), Joy, G., Khoury, G. r Seth, A.K. and Joy, E. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
78 (1981) 5543 - 5548), Hui. A., Hoyplick, J.. Dinkelspiel, K. and de Boer, H.A. (The EM BO J. 3 (1984) 623 - 629), 
60 I'etat des connaissances quant aux f acteurs influencant I'initiation de la traduction chez E.coli. 

On peut concevoir une sequence qui paraisse optimale au vu des differents criteres tels qu'ils ressortent de 
la litterature citee; par exemple: 

a) la sequence promotrice sera cede du promoteur P|_ du bacteriophage lambda; 

b) le she de reconnaissance du ribosome sera complementaire de TARN 16S du ribosome sur 9 bases et la 
65 distance entre ce site et I'ATG d'initiation sera d'environ 10 paires de bases. En aval de I'ATG d'initiation, on 
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peut concevoir une sequence telle que un maximum de sites de restriction apparaissent sur une distance 
mimmale et que ces sites soient uniques dans le vecteur. Cette sequence peut par exemple etre concue pour 
commencer par I'extremite cohesive d'un site BamHI et se terminer par une extremite tranche. 

c) on peut creer une telle sequence, par exemple en la decoupant en fragments simple brin de facon 
optimale, compte tenu des possibles de la synthese chimique d'ADN que I'on peut trouver decrite dans 
Narang, S.A. (Tetrahedron 39 (1983) 3 - 22). et de facon a pouvoir realiser le clonage de ces fragments en deux 
etapes, un premier groupe de 4 fragments se terminant par exemple par un site BamHI, les deux derniers 
fragments ayant un site BamHI a leur extremite 5' sur la fibre codante et une site Pvull a leur extremite 3' sur la 
me me fibre. 

d) la synthese chimique des fragments d'ADN voulus peut se faire selon differentes methodes dont on 
™f r M a desc [ i P*: on dans Narang, S.A. (Tetrahedron 39 (1983) 3 - 22), Itakura, K. (Trends in Biochem. Sc. 
(1982) 442 - 445), Ohtruka. E„ Ikehara, M. and Soil, D. (Nucleic Acids Res. 10 (1982) 6553 - 6570) A titre 
d exemple, on peut utiliser soit la methode des phosphotriesters decrite par Brown, E.L Belagage R Ryan 
MJ. and Khorama, M.G. (Methods in Enzymology 68 (1979) 109), soit celle des phosphites triesters decrite par" 
Letsinger, R.L and Lusford, W.B. (J. Am. Chem. Soc. 98 (1976) 3655). Ces methodes different par le degre 
d oxydation de I'atome de phosphore dans les intermediates nucleotidiques mis en oeuvre lors de la reaction 
de couplage. 

e) ^'hybridation et la ligation des fragments d'ADN synthetique entre eux peut se faire par differentes 
methodes dont on trouvera la description dans Molecular Cloning (1982 - Maniatis, T.. Fritsch, E.F. and 

20 Sambrook, J., CS Publ.). Ces methodes sont basees sur le principe de I'hybridation des sequences 
complementaires d'ADN. Elles consistent a melanger les fragments d'ADN dans des conditions de temperature 
et de force lonique adequates a la formation des hybrides specifiques. La ligation de ces fragments hybrides 
est le resultat de Taction d'une enzyme, par exemple la T4 DNA ligase. La formation in vitro de molecules 
hybrides entre I'ADN synthetique double brin a doner et I'ADN de vecteurs plasmides s'effectue selon le 

25 procede decnt dans Molecular Cloning (1982 - Maniatis, T., Fritsch, E.F. and Sambrook. J., CSH Publ.) qui 
consiste a melanger les molecules dans des conditions de temperature et de force ionique appropriees C'est 
ce protocole qui a ete suivi dans la realisation de I'invention. L'ADN vecteur employe dans la reaction de 
recircularisation in vitro peut provenir de differents plasmides. Dans la realisation de cette invention, on choisit 
de preference le plasmide pCQV2 (Queen, C., J. Mol. Applied Genet. 2 (1983) 1 - 10) dans leque! on clone entre 

30 les sites Hindi! et BamHI d'une part, et Bam HI et Pvull d'autre part. 

f) La plupart des methodes utilisees pour transformer des bacteries par de I'ADN exogene font appel a un 
traitement particulier des bacteries par du chlorure de calcium, et visent a optimiser I'efficacite de 
transformation pour differentes souches de bacteries. Dans le cadre de I'invention, plusieurs types de 

*r *?^? S peuvent servir d ' h 6*es aux vecteurs utilises. On prendra de preference la souche d'Escherichia co li 
35 MM294 pour les vecteurs portant leur propre represseur, et N99 et N5151 pour les vecteurs depourvus de leur 
propre represseur. Leurs conditions de croissance sont particulierement commodes. En outre, parmi les 
differents procedes de transformation, on choisit celui decrit dans Mandel, M. and Higa, A. (J. Mol. Biol. 53 

g) En raison des marqueurs de resistance aux antibiotiques presents dans I'ADN du vecteur, il est simple 
d isoler les bacteries transformers par I'ADN recombine in vitro. Par exemple, si I'ADN du vecteur porte le 
gene Tet«, toute bacterie portant un tel vecteur sera resistante a la tetracycline. En outre, si I'insertion de I'ADN 
dans le vecteur a pour effet d'inactiver un gene de resistance a un antibiotique, on reperera les bacteries qui 
portent le vecteur recombinant par leur sensibilite a cet antibiotique. De preference on choisit comme 
marqueurde selection fe caractere Amp R des plasmides construits. 

h) Le crible de selection des clones porteurs de I'ADN-synthetique peut se faire selon des methodes mettant 
en oeuvre une sonde synthetique. Cette approche est detaillee dans Genetic Engineering, vol. 1. Williamson, R 
Ed., (1981) Academic Press, N.Y. Dans le cadre de la presente invention, on utilise de preference I'un ou 
plusieurs des fragments constitutifs de I'ADN-synthetique marque au 32p comme sonde oligodesoxyribonu- 
cleotidique que Ton hybride avec les clones de la banque. 

50 i) La sequence d'ADN creee dans I'un ou plusieurs des clones obtenus peut etre caracterisee par des 
methodes de sequenpage decrites dans Maxam, A. 8i Gilbert, W. (Methods in Enzymology 65 (1980) 497 - 559) 
et dans Sanger, F., Nicklen, S. & Coulson, A.R. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 5463). Dans le cadre de la 
presente invention, on choisira de preference la methode de Maxam 8t Gilbert 
j) On peut alors tester la valeur des plasmides crees, par exemple en y inserant un ADN heterologue dont 

55 I expression peut etre mesuree par exemple par un test ELISA comme decrit dans Bollen, A., Herzog A. 

£2 V8 ^' A " H6rl0n ' P " Chuchana - p " van der Straten, A., Loriau, R.. Jacobs, P. 8t Van Elsen, A. (DNA 2 (1983) 
255 - 264). 

mp!e non ,imitatif suivant qui s'applique a la construction de vecteurs d'expression a partir du plasmide 
pCQV2 permettra de mieux comprendre I'invention. 

60 

A. Construction du plasmide vecteur designe ci-aprds par pULB1219 et obtenu suivant les revendica- 
tions i a 4. 

„ 1 - Modification du promoteur P R du vecteur pCQV2 en promoteur P, et optimalisation des sequence s 
55 influencant l imtiation de la traduction. 



4 



EP 0186 643 B1 



Dans le cadre de la presente inventions nous avons choisi de modifier le promoteur P R du vecteur pCQV2 
pour en faire un promoteur P L . Pour cela, nous avons invente la sequence double brin suivante. 

5 1 10 20 

5 f GACATAAATACCACTGGCGGTGATACT 
3* CTGTATTTATGGTGACCGCCACTATGA 

w 60 50 40 

30 40 50 

15 GAGCACATCAGCTAAGGAGGTTTTGGT 
CTCGTGTAGTCGATTCCTCCAAAACCA 
30 20 



20 



25 



c - 

C A T G 3» 
GTACCTAG 5' 
1 



Cette sequence est caracterisee en ce que: 

a) son extremite 5' (considerant la fibre identique au mRNA) est franche et correspond a la coupure par 
30 I'enzyme Hindll dans la region -35 homologue aux promoteurs P R et P L , en ce qu'elle est identique a la 

sequence naturelle du P L jusqu'au site d'initiation de la transcription (base 34 sur la fibre codante), 

b) les 26 bases suivantes sont choisies pour constituer un site de reconnaissance par les ribosomes qui soit 
optimal pour que la sequence et la distance separant ce site de reconnaissance du site d'initiation de la 
traduction (ATG f bases 58, 59, 60) soit optimale, et pour presenter devant cet ATG les sites de reconnaissances 

35 des enzymes Kpn l et Nco l, 

c) son extremite 3' se termine par la partie d'un site de restriction Bam Hl telle qu'elle apparalt apres clivage 
d'un ADN par cette enzyme. 

Dans le cadre de la presente invention, nous avons choisi de synthetiser cette sequence sous forme de 4 
fragments simple brin allant des bases 1 a 27 et 28 a 60 sur la fibre codante et 1 a 30 et 31 a 64 sur la fibre 
40 complementaire. 

2. Preparation et ligation des fragments constitutifs 

Dans le cadre de la presente invention, on choisira de preference de digerer le plasmide pCQV2 par les 
45 enzymes Bam Hl et Hindll et d'isoler par electrophorese sur gel d'acrylamide et electrocution les fragments 
obtenus de 4302, 459 et 125 paires de bases. On choisira ensuite de digerer le fragment de 459 pa ires de bases 
par I'enzyme Hindll! ce qui genere 2 fragments de 403 et 56 paires de bases qui sont separes par 
electrophorese; le fragment de403 paires de bases est electroelue. 
Par ailleurs on choisit de ne phosphoryler que les fragments de 33 et 34 bases de facon a eviter la formation 
50 de polymeres lors de la ligation. On melange alors 50 pmoles de chacun des 4 fragments synthetiques; le 
melange est porte 2' a 90°C et refroidi lentement jusque 15°C, on ajoute 10 % en volume d'acetate de sodium 
3M et 2,5 vol. d'ethanol, on refroidit 20' a -80° C et on centrifuge. Le culot est lave a I'ethanol 75 % dans I'eau, 
seche et resuspendu en tampon de ligation (50 mM Tris HCI pH 7.4, 10 mM MgCI 2 , 10 mM DTT. 1 mM 
spermidine, 1 mM ATP; 0,1 mg/ml BSA). Les trois fragments de pCQV2 de taille 4302, 403 et 125 egalement en 
55 solution en tampon de ligation, sont ajoutes a raison de 40 pmoles de chaque. Le melange est incube 16 h a 
15° C en presence de 5 unites de I'enzyme T4 DNA Hgase. 



3. Transformation des bacteries notes MM294 



60 On procede alors a la transformation de la souche MM294 ('Molecular Cloning", Maniatis, J., Fritsch, E.F., 
Sambrook, J., CSH Ed. 1982) dont le systeme de restriction est modifie de fapon a tolerer la presence d'un 
ADN etranger selon la methode decrite dans "Molecular Cloning" (Maniatis, J.. Fritsch, E.F. and Sambrook, J., 
CSH Ed. 1982). 

65 4. Obtention de la banque de clones 
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En ra.son du caractere Amp« du plasmide. on peut selectionner les batteries transferees oar sirtmlP 
* r m COn w n f n "n t '' am P icilline L'ensemble des manipulations decrites ci dessus a condu* a 
I obtention d une banque de 100 clones dont une grande partie doit contenir un plasmide de sequence voulue 

5- Isolement des clones de sequence voulue 

h«l a t T Cl?erCh6 ' eS clo " es P° rteurs d '«" Plasmide ayant la sequence voulue au moyen du fragment de 34 

i-Z ^ tZir^ l™^ Af T- aV ° ir marqu6 C6tte SOnde au 32P P ar une ^a«!on enzymatique (kina ion en 
5 de la sonde . nous I avons ut.l.see pour cribler la banque de clones. Pratiquement. on fixe I'ADN dechaoue 

1&ml£^\T?!S£Z suivan . la tec , hnique de Grunstein ' M - et " 09ness - D - « p ™ N ™ A ° a K 

US>A 78 (1975) 3961) et on I hybrtde avec la sonde synthetique marquee au 32 P dans des conditions ionioues et 
JZ^ZT? appropnees <°/ 9 Na , CI et 55 " C ). '» *<> n <ie radioactive va reconnaTtre splcWquement KADIN des 
clones portant une sequence homologue. c'est-a-dire une sequence nucleotidique typique du promote!? 
On v.suahse les clones pos.t.fs par autoradiographie. Les clones positifs sont alors analyses par ScS par 

SaSSIlIsS ' — ' — ' — d " ,: 8 ^ e,aPe ' C ' 0ne ayam tOUt6S leS pr ° prie ' es voles a 0 ^ 
6. Sequencage du clone pULB1219 

mSfiA ra f t te H« -' e P l aSm,de dU ? ,one .P ULB1 219 par I'etablissement de la sequence nucleotidique de la region 
Tit ! =f . • ,0 Ct, °, nS 3VeC ,6S re9 ' 0ns non " 1 °d'«ees. A cet effet, I'ADN du plasmide recombinant est 
prepare et cl.ve au site de restriction BamHI unique dans le plasmide recombinant. Les extremes du plasmide 
hnear.se sont alors marquees au 32 P . 0n coupe ensuite le plasmide par I'enzyme Eco™ B en£am deux 
fragments dont I un porte a son extremite marquee la sequence synthetique. Le f raJmSarqu/ est alors 
soum.s-8 une ser.e de reactions chimiques conduisant a la production d'oligonucleotides m^uTs d t i les 
£1Z 6S ' d ,° n m analVS ! rl de P 0, y acr y' a ^We conduit a I'etablissement de la sequence en bases sSvant 
la technique de Maxam. A.M. & Gilbert, N. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 560). On voit que la seauence 
obtenue est parfa.tement conforme a celle definie en 1.. et jointe aux fragments de pCQV2 de iSfapor Sis™ 

B. Construction du plasmide vecteur designe ci-apres par P ULB1220 et obtenu suivant la revendication 

1. L'ADN du plasmide pULB1219 est dive par I'enzyme de restriction Hindlll gendrant deux fragments Ceux- 
c. sont separes sur gel de polyacrylamide et le plus grand est eiectroelu£ Tragments. Ceux- 

2. Ce fragment est alors religue sur lui-meme gendrant le plasmide vecteur pULB1220 
rt/fp^fnS! vecteur pULB1220 est utilise pour transformer la souche de E.coli N99 lysog6ne pour un > 
resSLn ^ C0M 8 |,obtention d '« na "anque dedolTes caracterises pTsimple 

«o™eVs! Cti ° n dU p,asmlde vecteur d6si 9" e ci -°P rts PULB1221 et obtenu suivant les revendica- 

1. Conception d'une sequence d 'insertion/excision d'ADN h&6rotooue 

On choisit. pour I'ins6rer entre. les sites BamHI et fvull du fragment obtenu. la sequence suivante. 
1 10 
5» GATCCCCGCGGTGGCCA 
3* GGGCGCCACCGGT 
30 20 
20 30 
GTCGACCTCGAGCTCAG 3' 
CAGCTGGAGCTCGAGTC 5* 
10 1 

presentant notamment les sites de restriction Sacll, Ball, Accl, Sail Aval Xhol HoiAl Sad Dp nine rincorti™ 
de cette sequence dans pULB1220 regenere leliltes ^kinWet PvLlI ~ ^ ~ P ' * °" 
Hii«^ N d - p,asmide vecteur PULB1220 est dive par les enzymes de restriction BamHI et Pvull Cette 
tSSSSJSST fra9mentS - S ° nt S6ParaS SUf 9e ' de Po'vacrylamide. Le p.us^and esSe par 
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3. La sequence choisie est synthetisee sous forme de 2 fragments monobrins complementaires comme decrit 
plus haut. 

4. Les 2 fragments monobrins sont hybrides et ligues comme decrit plus haut. 

5. Le plasmide vecteur obtenu est utilise pour transformer la souche N99 comme decrit. 

5 6. La banque de clones obtenue est caracterisee par hybridation avec le fragment de 34 bases utilise comme 
sonde, comme decrit. Les clones positifs sont alors testes pour la presence des sites de restriction portes par 
le fragment synthetique. Le clone pULB1221 est retenu. 

7. L'ADN du plasmide vecteur pULB1221 est isole et dive par I'enzyme Ncol. Le plasmide linearise est 
marque au 32 P comme decrit, recoupe par I'enzyme EcoRI et sequence comme decrit. La sequence est 
10 exactement celle choisie. 

D. Test de I'eff icacite des plasmides vecteurs pULB1219, pULB1220 et pULB1221 . 

1. Afin de tester I'efficacite des plasmides vecteurs pULB1219 f pULB1220 et pULB1221, un cDNA codant pour 

15 l'a r antitrypsine humaine (ct-AT) a ete insere en phase au site Bam HI de chacun d'eux ainsi qu'au site Bam HI du 
plasmide vecteur pCQV2; pour cela, un fragment de cDNA de I'ai-AT portant un site Bam HI a son extremite 
NH 2 terminale et une extremite franche apres le stop, a ete ligue comme decrit, avec les plasmides pCQV2, 
pULB1219, pULB1220, dives par Bam HI et Pvull , et pULB1221 dive par Bam HI et Ball. Les plasmides 
recombinants obtenus ont ete utilises pour transformer les souches MM294 dans les cas de pCQV2 et 

20 pULB1219, et N99 dans les cas de pULB1220 et pULB1221. Les transformants ont ete caracterises par extraction 
a petite echelle de leur ADN plasmidique et restrictions appropriees. Dans le cas des plasmides pULB1220 et 
pULB1221, 1'ADN plasmidique de clones juges corrects est utilise pour retransformer la souche N5151 lysogene 
pour un X defectif porteur d'un gene cl mute thermosensible (01357). Les souches ainsi construites, pCQV2 a v 
AT dans MM294, pULB1219 a r AT dans MM294. pULB1220 cc,-AT dans N5151 et pULB1221 a r AT dans N5151, 

25 sont alors cultivees a 32° C jusqu'a une densite optique de 0,5 a 660 nm. La culture est alors divisee en deux 
parts dontVune reste a 32° C et I'autre est portee rapidement a 42° C. Apres 1 h 30, les cellules sont recoltees 
par centrifugation puis extraites au lysozyme et Triton X100. L'a r antitrypsine et les proteines totales sont alors 
mesurees, la premiere par un test ELISA au moyen d'anticorps de chevre et d'anticorps de souris couples a la 
peroxydase, tous deux dresses centre ra,-antitrypsine humajne, les secondes par la methode du folin. Le 

30 resultat montre que les vecteurs pULB1219. pULB1220 et pULB1221 sont 5 a 10 fois superieurs au parent 
pCQV2. 



35 Revendications 

t. Procede de preparation de plasmides vecteurs capables de transformer un note bacterien Escherichia coli 
et d'y promouvoir et controler I'expession d'un ADN heterologue, caracterise en ce que le plasmide comprend: 

a) un promoteur partiellement synthetique de sequence identique a celle du promoteur P L du bacteriophage 
40 lambda. 

b) une sequence transcrite a partir du promoteur en question qui soit un leader comprenant un site de liaison 
des ribosomes, mise en evidence par compilation des sequences naturelles de liaison (sequence consensus), 
suivi d'une region riche en bases A et T dont la longueur doit etre comprise entre 3 et 15 bases jusqu'a I'ATG 
d'initiation de la traduction. 

45 c) une sequence de reconnaissance des enzymes de restriction Kpn l, Nco l, et Bam HI a cheval sur le site . 
d'initiation de la traduction. 
2. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon la revendicatton 1, caracterise en ce que 

a) le promoteur de sequence identique a celle du promoteur P L du bacteriophage lambda est construit a 
partir d'un promoteur P R dont la partie comprise entre le site Hind ll situe dans la region -35 et le site d'initiation 

50 de la transcription est remplacee par un fragment synthetique de sequence identique a la sequence naturelle 
duP L . 

b) la sequence leader transcrite a partir du promoteur en question est longue de 23 bases suivies d'un codon 
AT6 d'initiation de la traduction, elle comprend un site de liaison des ribosomes complementaires a I'ARN 16S 
du ribosome sur 9 bases et situe 12 bases en amont de I'ATG. 

55 c) les sequences reconnues par enzymes Kpn l, Nco l et Bam HI sont combinees en une sequence de longueur 
minimum qui est: 



60 Kpnl BamHI 

1 ' — 1 1 1 

G G T A t C C A T G G t A T C C 

Ncol 

65 
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3. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon les revendications 1 et 2 caracterise en ce que: 

a) le promoteur P L et le leader transcrit a partir de ce promoteur sont construits a partir du promoteur P R du 
plasmide vecteur pCQV2 par remplacement d'un fragment Hind-BamHI de 56 paires de bases par un fragment 
de 60 paires de bases synthetise sous forme de 4 oligodesoxyribonucleotides. 

b) des batteries botes E.coli sont transformees par le plasmide obtenu sous a), selectionnees, et isolees par 
cnble caracteristique et les vecteurs portes sont caracterises par sequencage des regions relevantes. 

4. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon les revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
sequence leader inventee est la suivante: 



ATCAGCTAAGGAGGTTTTGGTACCATG 
t f 

Initiation de la initiation de la 

transcription traduction 



5. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon les revendications 1 a 4 caracterise en ce que le 
plasmide vecteur obtenu est modifie par la deletion d'un fragment Hind Ill-Hindi 1 1 de 125 paires de bases dans 
le gene c!857. 

6. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon la revendication 5 caracterise en ce que le plasmide 
vecteur, obtenu est modifie par I'insertion immediatement en aval, d'une sequence qui porte les sites de 
restriction suivants. §acll, Ball, Sail, Xhol, Sacl et Pvull, repartis sur une distance de 34 paires de bases. 

7. Procede de preparation de plasmides vecteurs selon les revendications 5 a 6 caracterise en ce que la 
sequence inseree est la suivante: 

BamHI SacII Ball 

GATCCCCGCGGTGGCCA 

Sail Xhol Sacl Pvull 
i — i 

GTCGACCTCGAG C T C A g' 

8. Plasmides vecteurs capables de transformer un note bacterien E.coli et d'y promouvoir et controler 
I'expression d'un ADN heterologue, caracterises en ce qu'ils sont obtenus selon les revendications 1 a 1. 



Patenta nspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden, fahig zur Transformation von Escherichia coli-Wirtebak- 
terien und zur Forderung und Kontrolle der Expression eines DNA-Heterologen, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Plasmid umfaSt: 

a) einen teilweise synthetischen Promotor mit einer Sequenz identisch zu derjenigen des Promotors P. des 
Bakteriophagen lambda. 

b) eine transkribierte Sequenz ausgehend von dem in Rede stehenden Promotor, der etn Leader sein soil, 
umfassend eine Verknupfungsstelle der Ribosomen, dargestellt durch Aneinanderfugen der naturlicheri 
Verknupfungssequenzen (Sequenz consensus), gefolgt von einem Bereich reich an Basen A und T, dessen 
Lange zwischen 3 und 15 Basen liegen soil bis zum Start-ATG der Translation. ^ 

c) eine Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme Kpn l, Nco l und Bam HI uber die Startstelle der 
Translation. 

2. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) der Promotor mit einer Sequenz identisch zu derjenigen des Promotors P L des Bakteriophagen lambda 
aufgebaut wird ausgehend von einem Promotor P R , dessen Bereich zwischen der Stelle Hind ll, situiert in dem 
Bereich -35 und der Startstelle der Transkription ersetzt wird durch ein synthetisches Fragment mit einer 
Sequenz identisch zur naturlichen Sequenz vom P L . 

b) die transkribierte Leader-Sequenz ausgehend von dem in Rede stehenden Promotor eine Lange besitzt 
von 23 Basen. gefolgt von einem ATG-Startcodon der Translation, sie eine Verknupfungsstelle der Ribosomen 
komplementar zur RNA 16S des Ribosoms auf 9 Basen umfafct und 12 Basen vor dem ATG gelegen 1st, 

c) die durch Enzyme Kgnl, Nco l und Bam HI erkannten Sequenzen kombiniert sind in einer Sequenz der 
Minimaltange: 
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Kpnl BamHI 
i u 
5 G G T A .C C A T G G, A T C C 

Ncol 

10 3. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet. 
da&: 

a) der Promotor P L und der aus diesem Promotor transkribierte Leader aufgebaut werden ausgehend von 
dem Promotor P R des Vektorplasmids pCQV2 durch Ersetzen eines Fragments Hindll- Bam HI aus 56 
Basenpaaren durch ein Fragment aus 60 Basenpaaren synthetisiert in der Form von 4 Oligodesoxyribonu- 

15 kleotiden. 

b) die Wirtebakterien E.coli durch das unter a) erhaltene Plasmid transformiert, selektioniert und durch em 
charakteristisches Sieb isoliert werden und die enthaltenen Vektoren durch Sequenzierung der relevanten 
Bereiche charakterisiert werden. 

4. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
20 dafc die erf indungsgema&e Leadersequenz die folgende ist: 

ATCAGCTAAGGAGGTTTTGGTACCATG 

Start der Start der 

Transkription Translation 

30 5. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. 
dafc das erhaltene Vektorplasmid modifiziert wird durch Deletion eines Fragments Hind lll- Hind lll aus 125 
Basenpaaren in dem Gen c!857. 

6. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da& das 
erhaltene Vektorplasmid modifiziert wird durch Insertion unmittelbar danach einer Sequenz, die die folgenden 

35 Restriktionsstellen tragt, Sacll. Ball, Sail, Xho l. Sac! und Pyull, verteilt uber einen Bereich von 34 Basenpaaren. 

7. Verfahren zur Herstellung von Vektorplasmiden nach den Anspruchen 5 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die eingefuhrte Sequenz die folgende ist: 



25 



40 



BamHI Sacll Ball 
-ir " » r 



GATCCCCGCGGTGGCCA 



Sail Xhol SacI PvuII 

45 t i f i 

G T C G A C C T CGAGCTCAG 



8. Vektorplasmide fahig zur Transformation eines Wirtebakteriums E.coli und zur Forderung und Kontrolle 
50 der Expression eines DNA-Heterologen, dadurch gekennzeichnet, daR sie nach den Anspruchen 1 bis 7 
erhalten werden. 



55 Claims 

1. A method of preparing vector plasmids capable of transforming a bacterial Escherichia coli host, of acting 
as a promoter and of controlling the expression of a heterologous DNA, characterized in that it consists of: 

a) a partly synthetic promoter with a sequence identical to that of the P L promoter of the lambda 
60 bacteriophage; 

b) a sequence transcribed from the promoter in question, which is a leader sequence consisting of a 
ribosomal binding site, manifested by the compilation of natural binding sequences (consensus sequence), 
followed by a region rich in A and T bases whose length must lie between 3 and 15 bases up to the translation 
initiation ATG; . . 

65 c) a recognition sequence of Kpnl, Ncol and Bam HI restriction enzymes straddling the site of the initiation of 
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w 



15 



35 



40 



50 



55 



60 



65 



the translation. 

2- A method of preparing vector plasmids according to claim 1, characterized in that 

a) the promoter with a sequence identical to that of the P L promoter of the lambda bacteriophage is formed 
from a P R promoter of which the part lying between the Hindi! site located in the -35 region and the site where 
the transcription is initiated is replaced by a synthetic fragment with a sequence identical to the natural 
sequence of the P L ; 

b) the leader sequence transcribed from the promoter in question is 23 bases long, is followed by a 
translation initiation ATG codon and consists of one ribosoma! binding site in addition to the ribosomal 16S 
RNA over 9 bases and located 12 bases upstream of the ATG; 

c) the sequences recognized by the Kpnl, Nco l and BamHI enzymes are combined into a sequence of 
minimum length which is: 

Kpnl BamHI 



GGTAfcCATGGATCC 
i — t 

Ncot 

3. A method of preparing vector plasmids according to claims 1 and 2, characterized in that: 

a) the P L promoter and the leader transcribed from this promoter are formed from the P R promoter of the 
20 pCQV2 vector plasmid by the replacement of a Hindll-BamHI fragment of 56 base pairs by a 60 base pair 

fragment synthesized in the form of oligodeoxyribonucleotides; 

b) the host E. coli bacteria are transformed by the plasmid obtained under a), selected, and isolated by 
characteristic sieve and the vectors carried are characterized by sequencing of the relevant regions. 

4. A method of preparing vector plasmids according to claims 1 to 3, characterized in that the invented leader 
25 sequence is as follows: 

ATCAGCTAAGGAGGTTTTGGTACCATG 
t t 
Initiation of , Initiation of 

30 transcription translation 

5. A method of preparing vector plasmids according to claims 1 to 4, characterized in that the vector plasmid 
obtained is modified by the remowal of a Hindlll-Hindlll fragment of 123 base pairs in the cl857 gene. 

6. A method of preparing vector plasmids according to claim 5, characterized in that the vector plasmid 
obtained is modified by the insertion, immediately downstream, of a sequence carrying the following 
restriction sites, Sac!!. Ball, Sail, Xhol, Sacl and Py_ull, distributed over a distance of 34 base pairs. 

7. A method of preparing vector plasmids according to claims 5 to 6, characterized in that the inserted 
sequence is as follows: 



BatoHI SacII Ball 



T » I t ' \ 

GATCCCCGCGGTGGCCA 



Sail Xhoi Sacl Pvull 

45 I r 

■ — ' i i i i \ 



GTCGACCTCGAGCTCAG 



8. Vector plasmids capable of transforming a bacterial E. coli host, of acting as a promoter 8nd of controlling 
the expression of a heterologous DNA, characterized in that they are obtained according to claims 1 to 7. 
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